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(54) Bezeichnung: MIT NUKLEINS AUREN UND NUKLEINS AUREDERI VATEN BESCHICHTETER METALLISCHER GE- 
GENSTAND, VERFAHREN ZU DESSEN HERSTELLUNG UND DESSEN VERWENDUNG 

(57) Abstract: The invention relates to a metallic object provided with a coating which comprises a thin layer of metallic oxide and 
nucleic acids and/or of nucleic acids derivatives. The molecular domains on the end points 5' terminals or 3* terminals of nucleic 
acids are stably integrated into the metallic acid layer. Said invention also relates to a method for producing said object by anodic 
polarisation and to a method for adapting the nucleic acid coating for different applications by hybridising supplementary nucleic 
acid strands on the principle active molecules which are linked therewith. Metals provided with said coating can be used for medical 
implant materials. 
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(57) Zusammenfassung: Die Errlndung betrifft einen metallischen Gegenstand mit einer Beschichtung, bestehend aus einer dunnen 
Metalloxidschicht und Nukleinsauren und/oder Nukleinsaurederivaten, wobei 5'- oder 3'-terminale Molekiilbereiche der Nuklein- 
sauren stabil in die Metalloxidschicht eingebaut sind. Des weiteren betrifft die Errlndung ein Verfahren zur Herstellung dieses 
Gegenstands durch anodische Polarisation, sowie ein Verfahren zur Anpassung der Nukleinsaurebeschichtung durch Hybridisierung 
von komplementaren Nukleinsaurestrangen und an letztere gebundene Wirkstoffmolekule an verschiedenste Anwendungen. Derart 
beschichtete Metalle konnen, unter anderem, fur Implantatmaterialien in der Medizin verwendet werden. 



WO 2004/005306 ^JbT/DE2003/002305 

Mit Nukleinsauren und Nukleinsaurederivaten beschichteter metallischer 
Gegenstand, Verfahren zu dessen Herstellung und dessen Verwendung 

Die Erfindung betrifft einen metallischen Gegenstand mit einer stabilen Be- 
5 schichtung aus Nukleinsauren und/oder Nukleinsaurederivaten und ein Verfah- 
ren zur Herstellung genannter Beschichtung. Durch die Kopplung von Wirkstof- 
fen an die Nukleinsauren und/oder Nukleinsaurederivate kann die Beschichtung 
an verschiedenste Anwendungen angepasst und die Biokompatibilitat entspre- 
chend modifizierter Oberflachen erhoht werden. 
10 Derartig beschichtete Metalle sind interessant fur die Medizin und Tiermedizin, 
z. B. fur Implantate, aber auch fur verschiedenste Bereiche der Biotechnologie 
sowie der Chip- und Sensortechnologie. 



Eine effiziente Immobilisierung von Nukleinsauren und Nukleinsaurederivaten 
15 auf festen Tragermaterialien ist von groRer Bedeutung fur viele Bereiche der 
Biotechnologie. 

So sind Verfahren zur Immobilisierung von Nukleinsauren auf Glas, z.B. zur 
Herstellung von Nukleinsaurearrays, sowie zur Immobilisierung auf Goldparti- 
keln (US 6291188 B1, EP 1170374 A1) z. B. fur den Gentransfer bekannt. Die 
20 Immobilisierung auf Goldpartikeln geschieht dabei entweder durch Adsorption 
(EP 1 1 70374 A1 ) Oder uber einen Schwefellinker (US 6291 1 88 B1 ). 

Des Weiteren sind Verfahren zur Adsorption von Nukleinsauren an Zirkoni- 
um(IV)-oxid und Aluminiumoxid und anderen Metalloxiden beschrieben (DE 
25 4309248 A1, EP 0391 608 A2, WO 92/18514 A1). Urn diese Adsorption an o- 
ben genannte Metalloxide zu gewahrleisten, muss das Material allerdings zu 
mindestens 50%, vorzugsweise 99% aus Metalloxid bestehen (EP 0391 608 
A2, Seite 4 f Zeilen 18 - 29). 

30 Fur zahlreiche Anwendungen ist eine orientierte, reproduzierbare, dauerhafte, 
feste, chemikalien- und temperaturresistente Verbindung der Nukleinsauren 
und/oder Nukleinsaurederivate mit der Substratoberflache wunschenswert. 
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Beschrieben sind auch Verfahren zur Bindung von Oligonukleotiden an Ventil- 
metallen, wie silanisiertes Tantal (Bier, FF und Scheller, FW. 1996. Biosensors 
& Bioelectronics 11:669-674) und silanisiertes Titan (Bier f FF et al. 1999. Bio- 
techniques 27:752-760). Um die fur diese Verfahren notwendige Silanisierung 
5 der Metalloberflache zu erreichen, muss das Metall unter aggressiven chemi- 
schen Bedingungen vorbehandelt werden (s. auch Xiao, SJ et al. 1998. Lang- 
muir 14:5507-5516). Nachteilig bestehen diese Verfahren aus mindestens drei 
Schritten. Zusatzlich mussen auch die Nukleinsauren dazu aufwendig modifi- 
ziert werden. 

10 

Bekannt sind Methoden, die eine feste Verbindung von organischen Molekulen, 
wie z. B. Collagen, auf Ventilmetall-Oberflachen gewahrleisten (DE 19643555). 
Auf solchen Metallen bzw. Legierungen ausgebildete Oxidschichten weisen 
zumindest bei anodischer Polarisation lonenleitung auf und erlauben damit uber 

15 anodische Polarisation eine Variation der Oxidschichtdicke in weiten Grenzen. 
Dazu wird das Phanomen ausgenutzt, dass bei anodischer Polarisation in 
wSssrigen Losungen die bereits vorhandene Oxidschicht auf Titanwerkstoffen 
durch Wanderung von lonen im elektrischen Feld zu wachsen beginnt. In diese 
wachsende Schicht konnen an der Oberflache z. B. durch Adsorption vorhan- 

20 dene Molekule oder funktionelle Gruppen in die Oxidschicht eingebaut werden. 
Ein orientierter Einbau Qber definierte Molekulbereiche (regiospezifischer Ein- 
bau) von Substanzen und damit der Erhalt bestimmter Eigenschaf- 
ten/Funktionen der Substanzen ist dabei jedoch nicht zu realisieren. 

25 Von anorganischen Anionen, vor allern von Phosphat, ist bekannt, dass sie in 
solche anodisch wachsende Titan(IV)oxid-Schichten eingebaut werden konnen. 
Dabei kann das Anion unter Umstanden auch als funktionelle Gruppe ein Teil 
von grofleren Molekulen sein (DE1 9643555). Damit das die anionischen Grup- 
pen tragende Molekul in die anodischen Oxidschichten eingebaut wird, mussen 

30 die elektrostatischen Ladungsverhaltnisse zwischen Oberflache und adsorbie- 
rendem Molekul(teil) eine primare Adsorption zulassen. 
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Negativ-geladene Molekule, wie Nukleinsauren, werden allerdings von der, un- 
ter physiologischen Bedingungen negativ-geladenen, Titan-Titan(IV)oxid-Ober- 
flache abgestofien. Die in DE1 9643555 beschriebene Methode ist aus diesem 
Grunde nicht auf Nukleinsauremolekule anwendbar. 

5 

Ein genereller Nachteil der bisher in Medizin, Biologie und Chemie verwende- 
ten, chemisch oder biochemisch modifizierten Oberflachen ist der Mangel an 
Variability und Modularitat. Einmal aufgebrachte Substanzen verbleiben viel- 
fach irreversibel an den Oberflachen oder weisen eine nur bedingt einstellbare 
10 Freisetzungskinetik auf. Zudem muss das Beschichtungsverfahren meist auf- 
wendig an die gewunschte Beschichtung angepasst werden. Eine Anpassung 
der Beschichtung durch den Anwender an seine Einsatzzwecke ist dadurch na- 
hezu unmoglich. 

15 Die Aufgabe der Erfindung ist es, einen metallischen Gegenstand mit einer sta- 
bilen Beschichtung aus Nukleinsauren und/oder Nukleinsaurederivaten zu 
schaffen, bei dem die Nukleinsauren fur weitere Reaktionen, wie z. B. Hybridi- 
sierungen optimal zuganglich sind. 

20 Erfindungsgemafi wird die Aufgabe gelost durch einen metallischen Gegens- 
tand, dessen Oberflache mit einer dunnen Metalloxidschicht uberzogen und mit 
Nukleinsauren oder Nukleinsaurederivaten beschichtet ist, wobei 5- oder 3 1 - 
terminale Molekulbereiche von Nukleinsauren stabil in die Metalloxidschicht 
eingebaut sind. 

25 

Unter dilnner Metalloxidschicht wird dabei verstanden, dass die Metalloxid- 
schicht zumindest dunner ist als der mittlere Durchmesser des metallischen 
Gegenstands. 

30 Wenn nachfolgend von Nukleinsauren die Rede ist, schlielit dieser Begriff 
grundsatzlich Nukleinsaurederivate mit ein. 
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Insbesondere sind im Sinne dieser Beschreibung unter Nukleinsauren folgende 
Molekule zu verstehen: Desoxyribonukleinsauren (DNA), Ribonukleinsauren 
(RNA) und Peptid-Nukleinsauren (PNA), sowie auch alle aus diesen Grund- 
strukturen ableitbaren Modifikationen wie z. B. Phosphothioate, Phosphorami- 
5 date, O-Methyl-Derivate und locked nucleic acids (LNA). Die Nukleinsauren 
konnen dabei Einzelstrange, Doppelstrange oder daraus gemischte Strukturen 
sein. Vorzugsweise ist auch bei einer Beschichtung mit doppelstrSngiger DNA 
nur ein Nukleinsaurestrang fest mit der Metall-Metalloxid-Oberflache (Substrat- 
oberflache) verbunden. 

Der stabile Einbau der 5'- oder 3'-terminalen Molekulbereiche in die Metalloxid- 
schicht wird durch das erfindungsgemafie Verfahren erreicht, bei dem elektro- 
chemisch umdie Molekulbereiche herurn eine Metalloxidschicht aufgebaut wird. 
Der stabile Einbau ergibt sich durch die Integration der terminalen Molekiilbe- 
15 reiche in die wachsende Metalloxidschicht. 

Durch diesen regiospezifischen Einbau der terminalen Molekulbereiche, wird 
eine frei bewegliche Orientierung der nicht-eingebauten Bereiche der Nuklein- 
sauren zur Metalloberflache erreicht. Durch die freie Beweglichkeit sind die 
20 nicht eingebauten Bereiche der Nukleinsauren vorteilhaft fur anschliefiende 
Prozesse, wie eine Hybridisierung mit einem komplementaren Strang, optimal 
zugSnglich. 

Ein weiterer Vorteil ist, dass alle immobilisierten Nukleinsauremolekule derart 
25 regiospezifisch in die Oxidschicht eingebaut sind. Dadurch ergibt sich eine 
gleichmafiig orientiert beschichtete Oberflache. 

Dieser regiospezifische, reproduzierbare und feste Einbau der terminalen Mole- 
kiilbereiche in die Metalloxidschicht ist durch die nach dem Stand der Technik 
bekannte Adsorption von Nukleinsauren nicht erreichbar. 

30 



WO 2004/005306 




T/DE2003/002305 



Erfindungsgemafl tragen die eingebauten 5- oder 3-terminalen Bereiche der 
Nukleinsauren anionische Gruppen, vorzugsweise Phosphat, Phosphonat oder 
Sulfonat. 

5 Der metallische Gegenstand besteht vorzugsweise aus einem Ventilmetall, wie 
z. B. Aluminium, Titan, Tantal, Zirkonium, Niob oder deren Legierungen, ein- 
schliefilich intermetallischer Phasen. 

Die Sequenzen der an den S'-terminalen Molekulbereichen immobilisierten Nuk- 
10 leinsauren werden vorteilhaft so ausgewahlt, dass die fur anschliefcende Pro- 
zesse, wie z. B. Hybridisierung, relevanten Sequenzen auch bei einem 
Schichtwachstum von uber 2 nm noch zuganglich sind. Die Sequenzen in der 
direkten Nahe des 5'-Terminus sind dabei beliebig, da diese in die Oxidschicht 
eingebaut werden. Wohingegen die Sequenzen in der Nahe der freibewegli- 
15 chen 3'-terminalen Molekulbereichen, vorteilhaft spezifische Erkennungsse- 
quenzen, z. B. fur eine anschliefiende Hybridisierung mit komplementaren 
Strangen, enthalten. 

Gleiches gilt entsprechend fur uber die 3*-termina1en Molekulbereiche immobili- 
. sierten Nukleinsauren. 

20 

In einer besonders vorteilhaften Ausfuhrungsform des erfindungsgemafien me- 
tallischen Gegenstand, an dessen Oberflache einzelstrangige Nukleinsauren 
immobilisiert sind, sind uber Watson-Crick- und andere Basenpaarungen kom- 
plementare Nukleinsaure-Einzelstrangmolekule an diese gebunden. Die Se- 
25 quenz des immobilisierten Stranges bestimmt dabei, welche Sequenz(en) an 
diesen komplementar binden konnen. 

Erfindungsgemafi konnen an die komplementar-bindenden Nukleinsaure- 
strange verschiedenste biologische oder chemische Wirkstoffe kovalent gebun- 
30 den sein. Vorteilhaft werden dabei die biologischen bzw. chemischen Eigen- 
schaften der entsprechend modifizierten Oberflache weitgehend von den an die 
Nukleinsauren gekoppelten Wirkstoffen bestimmt. 
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Die Bindung der komplementaren Strange kann vorteilhaft auch vom Anwender 
durchgefuhrt werden. Durch die Auswahl komplementarer Strange mit geeigne- 
ten Wirkstoffen kann der Anwender die biologischen bzw. chemischen Eigen- 
schaften der Metalloberflache an die Bedurfnisse, die seine spezielle Anwen- 
5 dung erfordert, anpassen. 

Die Modularitat dieses Systems garantiert demnach eine nahezu uneinge- 
schrankte Variability beim Aufbau „biologisierter" Oberflachen. 

Die Wirkstoffe sind beispielsweise anorganische oder organische oder bioche- 
10 mische Molekule oder Zell- oder Gewebekomponenten. 

Dabei konnen, ausgehend von einem metallischen Gegenstand, der mit einzel- 
strangigen Nukleinsauren beschichtet ist, die biologischen Eigenschaften der 
Oberflache durch folgende Faktoren vielseitig variiert werden: 
is • Die Sequenzen der immobilisierten Strange bestimmen, welche Nuklein- 
saurensequenzen komplementar binden konnen. 
. Die Stabilitat der Bindung zwischen immobilisierten und komplementaren 
Strangen bestimmt das Freisetzungsverhalten und die resultierende Bio- 
verfugbarkeit an letztere gebundener Wirkstoffe. 
20 • An immobilisierte Strange mit gleicher Sequenz konnen verschiedene 
Wirkstoffe tragende komplementare Strange binden. 

• Auf den immobilisierten Strangen konnen lateral definiert oder statistisch 
verteilt verschiedene Nukleinsauren gleichzeitig immobilisiert werden, bei 
gleicher Flexibility in der Gestaltung der in den drei Punkten zuvor be- 

25 schriebenen Eigenschaften. 

• Durch die variable Gestaltung der Hybridstabilitat auf ein und derselben 
Oberflache kann das Freisetzungsverhalten der assoziativ gebundenen 
und Wirkstoff-tragenden komplementaren Nukleinsauren gesteuert wer- 
den. 

30 • Durch Modifizierung der Basen, wie beispielsweise Inosin, bzw. des 
Ruckgrats der Nukleinsauren, wie beispielsweise ein Peptid-, Phospothi- 
oat- oder Methylphosphonat-Ruckgrat, kann die chemische Stabilitat und 
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die Stabilitat gegenuber dem Abbau durch Nukleasen gezielt beeinflusst 
werden. Die oben genannten Eigenschaften werden dadurch nicht mali- 
geblich beeintrachtigt. 

• Die Sequenz der immobilisierten Nukleinsauren kann spezielle Erken- 
5 nungssequenzen fur Antikorper, Nukleinsaure-bindende Proteine oder 

Nukleasen enthalten. 

Die Stabilitat der Bindung zwischen immobilisierten und komplementaren 
Strangen ist dabei im Wesentlichen abhangig von der Lange des Hybridberei- 

10 ches, dessen G-C-Gehalt und der Anzahl von sogenannten "Mismatches", d. h. 
nicht komplementaren Basenpaaren. Dabei steigt die Stabilitat mit dem G-C- 
Anteil, durch eine groftere Zahl von Wasserstoffbrucken (G-C-Paare: 3 Was- 
serstoffbrucken; A-T-Paare: 2 Wasserstoffbrucken). Mismatch-Paare bilden kei- 
ne Wasserstoffbrucken aus, da sie nicht komplementar sind. Je grofter die Zahl 

15 der Mismatches, desto instabiler ist das Hybrid. 

Ist die Freisetzung der komplementaren Strange und der an diese gekoppelten 
Wirkstoffe nicht erwunscht, kann diese vorteilhaft durch kovalente Bindung des 
komplementaren Strangs an den immobilisierten Strang verhindert werden. Ei- 
ne solche kovalente Bindung wird z. B. durch Vernetzung mit UV-Licht oder 

20 chemische Reaktionen erreicht. 

Ist eine besonders schnelle Freisetzung der, an die komplementaren Strange 
gebundenen, Wirkstoffe in einem biologischen Milieu erwunscht, kann dies 
durch den Einbau von Erkennungssequenzen fur Nukleasen erreicht werden. 

25 Der erfindungsgemaft mit Nukleinsauren beschichtete Gegenstand grenzt sich 
durch folgende wesentliche Vorteile von Gegenstanden, die mittels anderer Me- 
thoden mit Nukleinsauren beschichtet sind, ab: 

• Die Stabilitat der Nukleinsaure-Beschichtung. 

• Durch die regiospezifische Fixierung der Nukleinsauren an den termina- 
30 len Molekulbereichen ergibt sich eine optimale Zuganglichkeit fur an- 

schliefiende Prozesse, wie beispielsweise die Hybridisierung. 
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• Die Stabilitat der Immobilisierung und die Lange der nicht-eingebauten 
Bereiche der Nukleinsauren sind abhangig von der Dicke der Metalloxid- 
schicht, in die die terminalen Molekulbereiche der Nukleinsauren einge- 
baut sind. Diese Schichtdicke kann vorteilhaft mit dem erfindungsgema- 

5 fien Verfahren gesteuert werden. 

• Moglichkeit zur variablen und modularen Modifizierung der Metalloberfla- 
che durch Binden von komplementaren Strangen und an diese gebun- 
dene Wirkstoffe, 

• Moglichkeit der Beeinflussung des Freisetzungsverhaltens und damit der 
10 Bioverfugbarkeit der Wirkstoffe durch die molekulare Struktur des Nuk- 

leinsaure-Hybrids, 

• Moglichkeit der einfachen Anpassung der Beschichtung durch den An- 
wender. 



15 Erfindungsgemafi wird der mit Nukleinsauren beschichtete metallische Gegen- 
stand durch ein Verfahren hergestellt, bei dem die an mindestens einem termi- 
nalen Molekulbereich anionische Gruppen tragenden Nukleinsauren mit dem 
metallischen Gegenstand so in Kontakt gebracht werden, dass diese durch eine 
regiospezifische Wechselwirkung zunachst metastabil auf der Metalloxidober- 

20 flache vorliegen. Parallel dazu oder anschliefiend wird der metallische Gegen- 
stand anodisch in einer Elektrolytlosung polarisiert. Durch anodische Polarisati- 
on wird eine mehrschichtige Oxidschicht erzeugt, in deren aufiere Schicht die 
anionische Gruppen tragenden terminalen Molekulbereiche der Nukleinsauren 
stabil eingebaut werden. 

25 

Oberraschend wurde festgestellt, dass eine terminale Modifikation der Nuklein- 
sauren mit anionischen Gruppen geeigneten pK s -Wertes die Immobilisierung 
von Nukleinsauren ermoglicht. Dabei bestehen die anionischen Gruppen aus 
Molekulstrukturen, die bei dem pH-Wert und der lonenstarke des Verfahrens 
30 eine negative Ladung besitzen. Vorzugsweise sind die anionischen Gruppen 
Phosphat- oder Phosphonat- oder Sulfonatgruppen. Die Verbindung der anioni- 
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schen Gruppen mit den terminalen Molekulbereichen erfolgt vorzugsweise ko- 
valent an den 3'- Oder 5-Termini der Nukleinsauren. 

Vorteilhafl sind terminal (endstandig) phosphorylierte Oligonukleotide kommer- 
ziell erhaltlich. 

5 

ErfindungsgemafJ beginnt der Einbau der Nukleinsauren an der terminalen ani- 
onischen Gruppe und wird im Wesentlichen durch diese bestimmt. Im Unter- 
schied zu terminalen Phosphatgruppen sind die Phosphatgruppen des Nuklein- 
saureruckgrats nicht geeignet, einen Einbau in die Metalloxidschicht zu initiieren 
10 (siehe Ausfuhrungsbeispiel 4). Die Phosphatgruppen im DNA-Ruckgrat konnen 
somit durch andere Bindungstypen, wie z. B. Peptid, Phosphothioat, Methyl- 
Phosphonat oder andere ersetzt werden. 

Erfindungsgemafi werden die Bedingungen fur die Immobilisierung so gewahlt, 
15 dass die anionischen Gruppen noch mindestens eine negative Ladung tragen, 
wahrend die Metall-Metalloxid-Oberflache zumindest einige lokal positive La- 
dungszentren aufweist. Bei diesen Bedingungen wird eine elektrostatisch- 
initiierte adsorptive Anlagerung der terminalen Bereiche der Nukleinsauren an 
den positiven Ladungszentren der Oxidoberflache ermoglicht 
20 Erfindungsgemafi erfolgt die adsorptive Anlagerung und der anschliefcende 
Einbau durch anodische Polarisation bei pH 3 bis 6, vorzugsweise bei pH 4 in 
Acetatpuffer. 

Das Wachstum der Oxidschicht kann durch die Wahl der elektrochemischen 
25 Parameter, vorzugsweise Potenzial, Stromdichte und Potenzialanderungsge- 
schwindigkeit kontrolliert werden. Dabei bestimmen die elektrochemischen Pa- 
rameter die auftretende und die Grofie der Molekule die zulassige Tiefe des 
Einbaus, 

30 Vorzugsweise wird dabei fur das erreichte Potenzial ein Wert zwischen 2 und 
200 V SCE gewahlt. Dieses Potential gewahrleistet vorteilhaft einen ausreichend 
stabilen Einbau der Nukleinsauren in die Oxidschicht und verhindert gleichzeitig 
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das Wachstum der Oxidschicht in einen, z. B. fur eine spatere Hybridisierung, 
notwendigen Erkennungsbereich der Nukleinsaure. 

Nach der Immobilisierung wird die erzeugte Matrix mit Puffer (pH « 4) und des- 
tilliertem Wasser gespult. Die Probe kann sofort weiterverarbeitet oder getrock- 
5 net bei kuhlen Temperaturen (<10°C) unter Lichtausschluss gelagert werden. 

Gberraschend ergibt sich als Resultat der erfindungsgemaften Immobilisierung 
eine freie Zuganglichkeit der nicht-eingebauten Abschnitte der immobilisierten 
Nukleinsaurestrange. Dadurch ist der nicht-eingebaute Teil der Nukleinsaure fur 
10 anschliefiende Prozesse, wie eine Hybridisierung mit einem komplementaren 
Strang, optimal verfugbar. 

Fur eine mogliche anschliefiende Hybridisierung von komplementaren Nuklein- 
saurestrangen an das mit einzelstrangigen Nukleinsauren beschichtete Metall 
15 mussen die Bedingungen so gewahlt werden, dass eine bestmogliche Wech- 
selwirkung und damit die Bildung ausreichend stabiler Hybride zwischen den 
immobilisierten und den in Losung befindlichen Einzelstrangen stattfindet 

Fur die nach der Immobilisierung durchzufuhrende Hybridisierung werden der 
20 pH-Wert und die lonenstarke so gewahlt, dass sowohl die Metall-Metalloxid- 
Oberflache als auch das Nukleinsaure-Ruckgrat negativ geladen sind und somit 
eine elektrostatische Abstofiung zwischen dem DNA-Ruckgrat und der Metall- 
Metalloxid-Oberflache erreicht wird, die stabile Immobilisierung der Nukleinsau- 
ren uber ihren terminalen Einbau in die Oxidschicht jedoch erhalten bleibt. Im 
25 Falle von Nukleinsaurederivaten mit ungeladenem Ruckgrat werden die Bedin- 
gungen so gewahlt, dass die Metall-Metalloxid-Oberflache negativ geladen ist. 
Durch die Abstofiung von dieser Oberflache wird eine freibewegliche Orientie- 
rung der immobilisierten Strange unterstutzt und eine unspezifische Adsorption 
der komplementaren Strange, die zu einer Behinderung der Hybridisierung fuh- 
30 ren wurde, vermieden. 
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In Abhangigkeit von Lange und Basenzusammensetzung der zu hybrid isieren- 
den Sequenzen wird ein Puffersystem geeigneter lonenstarke, ublicherweise im 
Bereich zwischen 0,1 und 1,5 rriol/Liter an einwertigen Kationen gewahlt. Der 
pH-Wert der Hybridisierungslosung liegt erfindungsgemafi zwischen pH 4 bis 

5 pH 10, vorzugsweise zwischen pH 5,5 und pH 8,5, besonders vorzugsweise 
zwischen pH 7,0 und pH 7,5. In der Hybridisierungslosung befinden sich die 
Komplementarstrange, an die anorganische, organische, vorrangig bioaktive, 
Gruppen oder Molekule gebunden sind. Diese Bindung ist vorzugsweise kova- 
lenter Natur. In einer alternativen Ausfuhrungsform erfolgt die Bindung von Mo- 

10 lekulen an die Komplementarstrange uber eine Biotin/Avidin- bzw. Streptavidin- 
brucke. 

Fur die Hybridisierung wird die Oberflache des mit einzelstrangigen Nukleinsau- 
ren beschichteten metallischen Gegenstandes zwischen 10 Minuten und 2 
is Stunden mit der beschriebenen Hybridisierungslosung inkubiert und anschlie- 
liend mit Pufferlosung und Wasser gespult. 

Vorteilhaft sind die Bedingungen der Hybridisierung milde und konnen so ge- 
wahlt werden, dass sie nahezu physiologischen Bedingungen entsprechen. Da- 
durch wird eine bestmogliche molekulare und funktionelle Unversehrtheit von 
20 biologischen Wirkstoffen, die an die komplementaren Strange gebunden sind, 
gewahrleistet. 

Der so beschichtete Gegenstand kann, falls keine unmittelbar anschlieBende 
Venvendung erfolgt, bei kuhlen Temperaturen (<10°C) und unter Lichtaus- 
schluss gelagert werden. 

25 

Vorteilhaft kann die Hybridisierung und damit die Beschichtung mit den ge- 
wunschten Wirkstoffen kurz vor der Verwendung durch den Anwender erfolgen. 
Dies ermoglicht eine bestmogliche Flexibility und kurzfristige Entscheidungen 
in der Wahl der Wirkstoffe sowie eine getrennte Lagerung von metallischem 
30 Gegenstand und Wirkstoffen. 
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Die Kopplung von Wirkstoffen an die Nukleinsauren kann uber an die Nuklein- 
sauren terminal gebundene funktionelle Gruppen, wie beispielsweise Aminoal- 
kyl-, Oder Mercaptoalkylgruppen, erfolgen (s. Agrawal, S. (Editor). 1994. 
Methods in Molecular Biology 26: Protocols for Oligonucleotide Conjugates, 

5 Humana Press Inc., Totowa, NJ, USA). Mit solchen funktionellen Gruppen, wie 
beispielsweise Aminohexyl-modifizierte Nukleinsauren sind kommerziell erhalt- 
lich. Mit ebenfalls kommerziell erhaltlichen Crosslinkern konnen Wirkstoffe uber 
diese funktionellen Gruppen an die Nukleinsauren gebunden werden. Kommer- 
ziell erhaltlich sind auch mit Biotin terminal-modifizierte Nukleinsauren. An diese 

10 konnen Avidin- Oder Streptavidin-konjugierte Wirkstoffe binden. 

In einer besonderen Ausfuhrungsform des Nukleinsaure-beschichteten Gegen- 
stands sind an die Nukleinsaurestrange organische Oder anorganische Gruppen 
gebunden, die radioaktive Elemente enthalten. Ein so modifiziertes System ist 
15 fur medizinisch-analytische Zwecke (Szintigrafien u.a.) und fur therapeutische 
Zwecke (lokale Strahlentherapie von Tumoren) geeignet. 

Das erfindungsgemalie Verfahren grenzt sich durch folgende wesentliche Vor- 
teile von bekannten Verfahren ab: 
20 • Stabile Immobilisierung von Nukleinsauren; 

• gezielte Gestaltung einer gewunschten Einbautiefe der fixierten Nuklein- 
saure in die oberflachliche Oxidschicht ist moglich; 

• es ist auch auf Nukleinsaurederivate anwendbar; 

• nur ein Verfahrensschritt fur die Immobilisierung der Nukleinsauren; 
25 » keine toxischen Chemikalien fur Immobilisierung notig; 

• kostengunstig und einfach anwendbar, kontrollierbar, automatisierbar, fur 
die industrielle Produktion geeignet; 

• regiospezifischer terminaler Einbau der Nukleinsauren; 

• die Erzeugung reproduzierbarer und weitgehend identischer Immobilisie- 
30 rungszustande der Einzelmolekule wird moglich. Dadurch wird ein sehr 

homogenes Verhalten der immobilisierten Nukleinsauren bei nachfolgen- 
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der Hybridisierung sowie eine Homogenitat In der Stabilitat der so 
erzeugten Hybride erreicht. 

Bei einer Anwendung des erfindungsgemafl beschichteten metallischen Ge- 
5 genstands fur den Einsatz fur Implantate in der Medizin, erlauben die genann- 

ten Variationsmogiichkeiten die alternative oder gleichzeitige Beschichtung des 

Implantats mit Substanzen unterschiedlicher biologischer Wirksamkeit, wie bei- 

spielsweise spezifischen Wachstumsfaktoren, Botenstoffen und Antikorpern. 

Vorteilhaft kann das Freisetzungsverhalten dieser Wirkstoffe durch Variationen 
10 in der Hybridstabilitat beeinflusst werden. Die gleichzeitige oder zeitlich versetz- 

te Freisetzung eines oder mehrerer Wirkstoffe von ein und derselben Oberfla- 

che ist dadurch moglich. 

Eine denkbare medizinische Anwendungsmoglichkeit ist die osteoinduktive 
Ausrustung einer Implantatoberflache fur Knochenkontakt mit dem ,bone 
15 morphogenetic protein 1 Typ 4 (BMP-4 ) als an die Nukleinsauren gekoppeltem 
Wirkstoff. 

Eine andere Anwendungsmoglichkeit ist die Beschichtung der Implantatoberfla- 
che mit dem die Zellproliferation und -differenzierung positiv beeinflussenden 
Wachstumsfaktor TGF-p (tissue growth factor beta) als an die Nukleinsauren 
20 gekoppeltem Wirkstoff. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform des Verfahrens sind an die komplementaren 
Nukleinsaurestrange organische oder anorganische Gruppen gebunden, die 
radioaktive Elemente enthalten. Ein so modifiziertes System ist fur medizinisch- 
25 analytische Zwecke (Szintigrafien u.a.) und fur therapeutische Zwecke (lokale 
Strahlentherapie von Tumoren) geeignet. 



Anhand nachfolgender Ausfuhrungsbeispiele wird die Erfindung naher erlautert. 
Eine Ausfuhrungsvariante der erfindungsgemallen Losung wird in Ausfuhrungs- 
30 beispiel 1 erlautert. Die weiteren Ausfuhrungsbeispiele sind Negativ-Beispiele. 
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Die in den folgenden Ausfiihrungsbeispielen verwendeten DNA-Oligonukleotide 
wurden von der Firma SIGMA-ARK GmbH Darmstadt bezogen und haben fol- 
gende Sequenzen: 



5 T3E-5P: 2 0 3 PO-5*-CCA AAC CCG TCA ATC AAG TCT ACA CTG TTC-3' 
T3E-5NH2: H 2 N -5'-CCA AAC CCG TCA ATC AAG TCT ACA CTG TTC-3' 
S3E-FI: Fluorescein-HN-(CH 2 )6-5-CAG TGT AGA CTT GAT-3' 
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Ausfuhrungsbeispiel 1: 

1a.) Vorbehandlung: 

Eine zylindrische Probe aus TiAI6V4 mit einem Durchmesser von 10 mm und 
einer Dicke von 3 mm wird geschliffen, oxidpoliert und mit Ethanol gewaschen. 

5 

Dies so vorbereitete Probe aus TiAI6V4 wird als Substratelektrode in eine Drei- 
Elektroden-Anordnung mit einer Silber/Silberchloridelektrode als Bezugselek- 
trode und einer Platin-Gegenelektrode in ein Well einer Zellkulturschale einge- 
bracht. 

10 

Eine 400 nmol/Liter Losung der 5 -phosphorylierten T3E-5P DNA in sterilem 
Acetatpuffer (0,2 mol/Liter, pH = 4) wird bei 95°C denaturiert und fur mindes- 
tens 5 min auf Eis gestellt. 

15 Nach dem Anschluss aller Elektroden an die Potenziostat-Galvanostat-Einheit 
werden 3 ml der vorbereiteten DNA-Losung in das Well der Zellkulturschale ge- 
geben und 15 min bei Raumtemperatur ohne eine Spannung anzulegen inku- 
biert. 

20 Wie schematisch in Fig. 1 dargestellt werden durch diese Vorbehandlung ein- 
zelne Nukleinsauremolekule 3 an die aus einer diinnen Metall-Metalloxidschicht 
bestehende Substratoberflache 1 metastabil fixiert. Der einfacheren Darstellung 
halber ist hier nur ein Nukleinsaurestrang dargestellt. Die Basen der Nuklein- 
sauren sind durch senkrechte Striche auf der durchgezogene Linie des Nuk- 

25 leinsaureruckgrates dargestellt. 

1b.) Anodische Polarisation: 

Anschliefiend wird die TiAI6V4-Probe mit einer Stromdichte von 76 pA*cm" 2 fur 
2 Minuten anodisch polarisiert. Das Potenzial wird auf maximal 10 V gegenuber 
30 der Ag/AgCI-Bezugselektrode begrenzt. Wird dieser Wert erreicht, so wird die 
Immobilisierung vorzeitig gestoppt. 
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Nach Abschluss der elektrochemischen Polarisation wird die Zellkulturschale 
mit der Titanprobe mit 3 ml sterilem Acetatpuffer (0,2 mol/Liter, pH = 4,0) und 
anschlieliend zweimal mit 3 ml sterilem Wasser gespult. 

5 Durch die anodische Polarisation wird die bereits vorliegende Metalloxidschicht 
1 urn den Anteil 2 verdickt. Dieser durch die anodische Polarisation neuaufge- 
baute Anteil 2 der Metalloxidschicht umschliefit dabei den terminalen Bereich 
der DNA-Molekule (Fig 2). 



10 1c.) Hybrisierung: 

Zur Hybridisierung wird eine Losung einer zum 3'-Terminus der durch die ano- 
dische Polarisation immobilisierten DNA-Strange 3 (T3E-5P DNA) komplemen- 
taren DNA (S3E-FI DNA ) 4 wie folgt vorbereitet: 

15 Eine 40 nmol/Liter Losung von S3E-FI DNA in sterilem TRIS-HCI-Puffer (50 
mmol/Liter; pH = 7,5) wird bei 95°C denaturiert und anschlieflend unverzuglich 
fur mindestens 5 min auf Eis gestellt. 



Mit 3 ml der so vorbereiteten Losung wird die Probe 1 h inkubiert und anschlie- 
20 Bend einmal mit TRIS-HCI-Puffer (50 mmol/Liter, pH = 7,5) und zweimal mit 3 
ml sterilem Wasser gespult und steril und staubfrei luftgetrocknet. 

Bei einer so behandelten Probe zeigt sich in der Fluoreszenzmikroskopie eine 
starke Fluoreszenz im grunen Wellenlangenbereich auf der Metalloberflache. 
25 Dies belegt eine erfolgreiche, stabile Immobilisierung der 5-phosphorylierten 
T3E-5P DNA an der Metall-Metalloxid-Oberflache, sowie eine erfolgreiche 
Hybridisierung mit der komplementaren S3E-FI DNA. 



Fig. 2 zeigt schematisch die Oberflache eines derail Nukleinsaure- 
30 beschichteten metallischen Gegenstands mit einer dunnen Metalloxidschicht 1, 
in welche hier die 5'-terminalen Bereiche von Nukleinsauremolekulen 3 mit den 
5'-terminalen Phosphatgruppen P in eine durch anodische Polarisation aufge- 
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baute 2. Metalloxidschicht 2 stabil eingebaut sind. Der einfacheren Darstellung 
halber ist hier nur ein Nukleinsaurestrang (in diesem Beispiel T3E-5P DNA) 
dargestellt. Durch komplementare Basenpaarungen ist an dessen nicht in die 
Oxidschicht eingebauten Molekulbereich ein entsprechender Fluoreszenz- 
5 markierter F Gegenstrang 4 (in diesem Beispiel S3E-FI DNA) gebunden. 

Ausfuhrungsbeispiel 2: 

Eine metallische Probe aus TiAI6V4 wird, wie in Ausfuhrungsbeispiel 2 be- 
schrieben mit einer 5'-phosphorylierten T3E-5P DNA inkubiert (siehe 1a) und 
10 anschliefiend ohne dass eine anodische Polarisation (siehe 1 b) durchgefuhrt 
wird mit 3 ml sterilem Acetatpuffer (0,2 mol/Liter; pH = 4,0) und zweirnal mit 3 
ml sterilem Wasser gespult. Danach wird die Probe wie in Ausfuhrungsbeispiel 
1 beschrieben mit der, zum 3 -Terminus derT3E-5P DNA komplementaren, flu- 
oreszierenden S3E-FI DNA inkubiert und gewaschen. 

15 

Fluoreszenzmikroskopisch konnte bei einer so behandelten Probe keine Fluo- 
reszenz nachgewiesen werden. Da dieses Ausfuhrungsbeispiel bis auf den 
Schritt der anodischen Polarisation exakt dem Ausfuhrungsbeispiel 1 entspricht, 
zeigt es, dass im Gegensatz zu dem erfindungsgemaflen Verfahren (Ausfuh- 
20 rungsbeispiel 1) uber eine reine Adsorption an die bereits vorhandene Metall- 
oxidoberflache keine stabile Bindung der DNA zu erreichen ist. 

Ausfuhrungsbeispiel 3: 

Die Durchfuhrung entspricht der aus Ausfuhrungsbeispiel 2 mit dem Unter- 
25 schied, das die Probe aus TiAI6V4 nur mit der fluoreszierenden S3E-FI DNA 
inkubiert wird und nicht zuvor mit der T3E-5P DNA. 

Unter dem Fluoreszenzmikroskop kann bei einer so behandelten Probe keine 
Fluoreszenz nachgewiesen werden. 
30 Ausfuhrungsbeispiel 3 zeigt, dass auch Fluorescein-markierte Nukleinsauren 
durch Adsorption nicht nachweisbar an einer auf der TiAI6V4-Oberflache bereits 
vorhandenen Oxidschicht immobilisiert werden. 
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Ausfuhrungsbeispiel 4: 

Die Durchfuhrung entspricht Ausfuhrungsbeispiel 1 mit dem Unterschied, dass 
zur anodischen Polarisation anstelle der 5-phosphorylierten T3E-5P DNA eine 
Losung der entsprechenden nicht phosphorylierten T3E-NH 2 verwendet wird. 

5 

Die so behandelte Probe wird anschlieftend ebenfalls wie in Ausfuhrungsbei- 
spiel 1 zur Hybridisierung mit einer S3E-FI-DNA-L6sung inkubiert. 

Unter dem Fluoreszenzmikroskop kann bei einer so behandelten Probe keine 
10 Fluoreszenz nachgewiesen werden. Dies zeigt, dass bei Nukleinsauren, die 
nicht mit anonischen Gruppen, wie hier Phosphat, terminal modifiziert sind, kein 
Einbau in die durch die anodische Polarisation wachsende Oxidschicht stattfin- 
det. Dieses Beispiel belegt, dass die in der T3E-NH 2 -DNA vorhandenen Phos- 
phatgruppen des Zucker-Phosphatruckgrates nicht fur einen stabilen Einbau in 
15 die bei der elektrochemischen Polarisation neu gebildete Oxidschicht zur Verfu- 
gung stehen. 

Ausfuhrungsbeispiel 5: 

Die Durchfuhrung entspricht Ausfuhrungsbeispiel 1 mit dem Unterschied, dass 
20 zur anodischen Polarisation anstelle der 5'-phosphorylierten T3E-5P DNA eine 
Losung der nicht phosphorylierten, fluoreszierenden S3E-FI verwendet wird. 

Eine erfolgreiche Immobilisierung sollte in diesem Fall direkt durch die Fluores- 
zenz des immobilisierten Einzelstranges nachweisbar sein. Auf den anschlie- 
25 lienden Hybridisierungsschritt mit Fluorescein-markierter DNA wird hier daher 
verzichtet. 

Unter dem Fluoreszenzmikroskop kann bei einer so behandelten Probe keine 
Fluoreszenz nachgewiesen werden. Urn zu ermitteln, ob die fehlende Fluores- 
30 zenz auf einen moglichen zu tiefen Einbau der Fluoresceinmolekule in die 
Oberflache zurOckzufuhren ist, wurde die Zusammensetzung der auf der 
Probenoberflache gebildeten Oxidschicht mit Photoelektronenspektroskopie 
(XPS) analysiert. Bis in eine Tiefe von 5 nm konnte dabei kein Phosphor 
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nalysiert. Bis in eine Tiefe von 5 nm konnte dabei kein Phosphor nachgewiesen 
werden. Das negative Ergebnis des Phosphor-Nachweises zeigt, dass keine 
NukleinsSure gebunden wurde. 

Die Ergebnisse der beschriebenen Ausfuhrungsbeispiele und die Ergebnisse 
5 weiterer Vergleichsversuche werden in folgender Tabelle zusammengefasst: 
Tabelle 1 : 



Ausfuhrungs- 
beispiel Nr. 


Oligo- 
nukleotid 1 


PH 1 


anodische 
Polarisation 2 


Hybridisie- 
rung 3 


Fluores- 
zenz 


XPS 4 


1 


T3E-5P 


4 


+3 


+ 


+ 


n. d. 5 




T3E-5P 


4 


-g 


+ 




n. d. 


3 


S3E-FI 


4 








n. d. 


4 


T3E-NH 2 


4 


+ 


+ 




n. d. 


5 


S3E-FI 


4 


+ 








6 


S3E-FI 


7,5 


+ 






n. d. 


7 


S3E-F1 


7,5 








n. d. 


8 


S3E-FI 


7,5 s 








n. d. 


9 


S3E-FI 


7,5/4 7 


+ 









1 bei der Immobilisierung 
2 wie in Ausfuhrungsbeispiel 1 beschrieben 
10 3 mit S3E-FI bei pH 7,5, wie in Ausfuhrungsbeispiel 1 beschrieben 

4 XPS = Photoelektronenspektroskopie, vergleiche Ausfuhrungsbeispiel 5 

5 + = ja, - = nein, n. d. = nicht bestimmt 

6 mit zusatzlich 10 mmol/Liter MgCI 2 in der Losung 

7 zuerst Inkubation mit zusatzlich 10 mmol/Liter MgCI 2 in der Losung bei pH 7.5 
15 und anschlieBende anodische Polarisation bei pH 4 

Die Vergleichsversuche 6 bis 9 wurden entsprechend den detailliert beschrie- 
benen Ausfuhrungsbeispielen 1 bis 5 jeweils mit einer Probe aus TiAI6V4 
durchgefuhrt, mit den in der Tabelle angegebenen Abweichungen. Die Bedin- 
20 gungen unter denen die Immobilisierung, d. h. die Inkubation mit der DNA aus 
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Spalte 2 und der sich gegebenenfalls anschliefienden anodischen Polarisation 
sind in der Spalte 3 angeben. Spalten 4 und 5 geben an, ob eine anodische 
Polarisation und eine Hybridisierung mit einer komplementaren DNA erfolgte. In 
den Spalten 6 und 7 sind die Ergebnisse der Fluoreszenzmikroskopie bzw. der 
5 Photonenelektronenspektroskopie (XPS) aufgefuhrt. 

Zusammengefasst geht aus den Ausfuhrungsbeispielen und der Parameterzu- 
sammenstellung in Tabelle 1 hervor, dass 

• Nukleinsauren durch eine Adsorption nicht nachweisbar auf einer Ti- 
10 AI6V4-Oberflache immobilisiert werden (Ausfuhrungsbeispiele 2, 3, 7 

und 8) , 

• 5'-phosphorylierte Nukleinsauren durch anodische Polarisation bei pH 
4,0 stabil auf einer TiAI6V4-Oberflache immobilisiert werden und die 3 1 - 

15 terminalen Molekulbereiche frei zuganglich fur anschliefiende Hybridisie- 

rungen sind (Ausfuhrungsbeispiel 1). 



20 



Nukleinsauren, die nicht terminal phosphoryliert sind, durch anodische 
Polarisation bei pH 4,0 nicht nachweisbar auf einer TiAI6V4-Oberflache 
immobilisiert werden (Ausfuhrungsbeispiele 4, 5, 6 und 9). 
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Aufstellung der verwendeten Bezugszeichen: 



1 


dunne Oxidschicht an der SubstratoberflSche 


2 


durch anodische Polarisation neu gebildete Oxidschicht 


3 


zu immobilisierender Nukleinsaurestrang 


5 4 


komplementMrer Nukleinsaurestrang 


F 


Fluorescein 


P 


Phosphat 
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Patentanspriiche: 

1. Metallischer Gegenstand mit einer Beschichtung, bestehend aus einer 
dunnen Metalloxidschicht und Nukleinsauren und/oder Nukleinsaurederi- 

5 vaten, dadurch gekennzeichnet, dass 5 - oder 3-terminale Molekiilberei- 

che der Nukleinsauren stabil in die Metalloxidschicht eingebaut sind. 

2. Gegenstand nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass die nicht- 
eingebauten Bereiche der Nukleinsauren und/oder Nukleinsaurederivate 

io fur nachfolgende Wechselwirkungen mit anderen Molekulen weitgehend 

frei zuganglich sind. 

3. Gegenstand nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die 
eingebauten 5 - oder 3'-terminalen Bereiche der Nukleinsauren und/oder 

15 Nukleinsaurederivate anionische Gruppen tragen. 

4. Gegenstand nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass die aniohi- 
schen Gruppen Phosphat- oder Phosphonat- oder Sulfonatgruppen sind. 

20 5. Gegenstand nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeich- 
net, dass das Metall aus einem Ventilmetall oder einer Ventilmetalllegie- 
rung besteht. 

6. Gegenstand nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeich- 
25 net, dass das Metall aus Aluminium oder Titan oder Tantal oder Zirkoni- 

um oder Niob oder einer Legierung, einschliefilich intermetallischer Pha- 
sen, eines oder mehrerer dieser Metalle besteht. 

7. Gegenstand nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeich- 
30 net, dass die Nukleinsauren Desoxyribonukleinsauren (DNA) oder Ribo- 

nukleinsauren (RNA) oder Peptidische Nukleinsauren (PNA) oder Lo- 
cked Nucleic Acids (LNA) oder gemischte Molekule aus diesen sind. 
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8. Gegenstand nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass die Nuk- 
leinsauren zusatzliche Modifikationen des Zucker-Phosphat-Ruckgrates, 
wie Phosphothioat- Oder O-Methyl-gruppen und/oder unkonventionelle 
Basen, wie Inosin, enthalten. 

9. Gegenstand nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Nukleinsauren und/oder Nukleinsaurederivate zumindest 
partiell als Einzelstrange vorliegen. 

10. Gegenstand nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass an den 
Einzelstrangen weitere Nukleinsaurestrange durch komplementare Ba- 
senpaarung gebunden sind. . 

11. Gegenstand nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass der an 
der Metall-Metalloxid-Oberflache immobilisierte und der komplementare 
Strang kovalent verbunden sind. 

12. Gegenstand nach Anspruch 10 oder 11, dadurch gekennzeichnet, dass 
an die komplementaren Nukleinsaurestrange Wirkstoffe, wie anorgani- 
sche oder organische oder biochemische Molekule oder Zell- Oder Ge- 
webekomponenten gebunden sind. 

13. Gegenstand nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass an die 
komplementaren Nukleinsaurestrange organische oder anorganische 
Gruppen gebunden sind, die radioaktive Elemente enthalten. 

14. Verfahren zur Herstellung eines metallischen Gegenstands mit einer Be- 
schichtung, bestehend aus einer diinnen Metalloxidschicht und Nuklein- 
sauren und/oder Nukleinsaurederivaten, dadurch gekennzeichnet, dass 
der metallische Gegenstand mit Nukleinsauren und/oder Nukleinsaure- 
derivaten, die an mindestens einem terminalen Molekulbereich anioni- 
sche Gruppen tragen, in Kontakt gebracht wird, so dass diese auf der 
Metall-Metalloxid-Oberflache durch regiospezifische Wechselwirkungen 
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metastabil fixiert sind und dass der metallische Gegenstand parallel dazu 
oder anschliedend anodisch in einer Elektrolytlosung polarisiert wird. 

15. Verfahren nach Anspruch 14 dadurch gekennzeichnet, dass es bei ei- 
5 nem pH-Wert und einer lonenstarke durchgefuhrt wird, bei denen die a- 

nionischen Gruppen negativ geladen sind und die Metall-Metalloxid- 
Oberflache zumindest lokal einige positive Ladungszentren aufweist. 

16. Verfahren nach Anspruch 15 dadurch gekennzeichnet, dass der pH- 
10 Wert im Bereich zwischen 3,0 und 5,0 liegt. 

17. Verfahren nach einem der Anspruche 14 bis 16, dadurch gekennzeich- 
net, dass das erreichte Potenzial auf einen Wert zwischen 2 und 200 
Vsce begrenzt wird, der einen ausreichend stabilen Einbau in die Oxid- 

15 schicht gewahrleistet, jedoch das Wachstum der Oxidschicht in einen fur 

andere Prozesse notwendigen Erkennungsbereich der Nukleinsaure ver- 
hindert. 

18. Verfahren zur Immobilisierung von komplementaren Nukleinsauren oder 
20 Nukleinsaurederivaten an einen Nukleinsaure-beschichteten Gegenstand 

nach einem der Anspruche 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dass der 
pH-Wert und die lonenstarke so gewahlt werden, dass die Metall- 
Metalloxid-Oberflache negativ geladen und das Nukleinsaure-Ruckgrat 
negativ geladen oder ungeladen ist. 

25 

19. Verfahren nach Anspruch 18 dadurch gekennzeichnet, dass es bei einer 
lonenstarke im Bereich von 0,1 bis 1,5 mol/Liter und einem pH-Wert im 
Bereich von pH 5,5 bis 8,5 durchgefuhrt wird. 

30 20. Verfahren nach Anspruch 18 oder 19, dadurch gekennzeichnet, dass an 
die komplementaren Nukleinsaurestrange Wirkstoffe, wie anorganische 
oder organische oder biochemische Molekule oder Zell- oder Gewebe- 
komponenten gebunden sind. 
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21.Verfahren nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, dass an die kom- 
plementaren Nukleinsaurestrange organische oder anorganische Grup- 
pen gebunden sind, die radioaktive Elemente enthalten. 



22.Verwendung eines Gegenstandes nach einem der Anspriiche 1 bis 13 
als Material fur die Herstellung von Implantaten fur die Medizin. 
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